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[緒言] 
プロウログアニリンは，16 アミノ酸残基から構成されるペプチドホルモンであるウログ
アニリンの N 末端側に 70 アミノ酸残基のプロペプチド領域を持つ前駆体タンパク質であ
り，ウログアニリン領域に 2 つ，プロペプチド領域に 1 つのジスルフィド結合を有してい
る。このプロペプチド領域は立体構造形成(フォールディング)において，ウログアニリン
領域の架け違ったジスルフィド結合様式を天然型に修復することが明らかにされており，
ウログアニリン領域が天然型のジスルフィド結合様式を形成するためにはプロペプチド領
域の働きが必須である。しかし，プロウログアニリンのプロペプチド領域を介したフォー
ルディング機構つまり分子レベルにおけるジスルフィド結合修復機構は解明されていない。
また，タンパク質の立体構造形成原理の完全な解明に至っていない現状において，本研究
成果によるプロウログアニリンの詳細なフォールディング機構解明はタンパク質の立体構
造形成原理の解明に繋がることが期待できる。そこで，プロウログアニリンのフォールデ
ィング機構解明のため，フォールディング過程におけるジスルフィド結合形成機構の解明，
および，前述の解析より得られた重要な構造中間体の多次元 NMR による構造解析に着手
した。 
[実験と考察] 
大腸菌発現系を用いて目的タンパク質を作製し，順次各種クロマトグラフィーにより精
製を行い，システイン残基の側鎖がチオール基を有す還元変性状態のプロウログアニリン
として単離精製した。 
この還元型プロウログアニリンを酸化型・還元型グルタチオンを用いてフォールディン
グさせ，フォールディング過程におけるジスルフィド結合形成を逆相 HPLC により解析し
た。その結果，フォールディング過程の初期において形成される 2 つのジスルフィド結合
を持つ中間体と 3 つのジスルフィド結合を持つ中間体および天然型を捉えることができた。
そこで，2 つのジスルフィド結合を持つ中間体のジスルフィド結合位置の同定を酵素処理
とチオール基の化学修飾を用いて行い，2 つのジスルフィド結合はウログアニリン領域内
であることを同定した。この結果からウログアニリン領域内のジスフィド結合はプロペプ
チド領域内のジスルフィド結合よりも早い段階で形成されることが明らかになった。さら
に，3 つのジスルフィド結合を有する中間体および天然型において酵素処理を用いてウロ
グアニリン領域のジスルフィド結合様式の同定を行い，プロウログアニリンのフォールデ
ィングはジスルフィド結合の架け違った異性体 1 および異性体 2 を経由して天然型のジス
ルフィド結合様式を形成することを明らかにした。そこで，フォールディング過程におけ
る天然構造と各異性体との構造形成における相関をより詳細に明らかにするため，逆相
HPLC を用いて各異性体のフォールディング解析を行った。それぞれの異性体から天然型
へのフォールディングにおける速度論的解析の結果は，各異性体間におけるジスルフィド
結合の交換反応が存在することを示し，さらに異性体 2 が天然構造に移行する最終ステッ
プとなる中間体であることを示した。本実験の結果よりプロウログアニリンのフォールデ
ィング初期におけるそれぞれの集積量の違いは還元変性状態から移行する活性化エネルギ
ーの大きさが影響していると考えられる。さらに，異性体 1 から直接天然型を形成せず，
異性体 2 を経由することは異性体 1 よりも活性化エネルギーの低い異性体 2 を経由して天
然型を形成するためであると考えられる。 
さらに，それぞれの異性体と天然型の構造相関を明らかにするため，円二色性スペクト
ルの測定を行った。その結果，異性体 1 はよりランダム構造に近く天然構造と異なる二次
構造を持っており，異性体 2 は天然構造よりも多くのαヘックスを有す二次構造特徴を持
っていた。一般的にタンパク質の二次構造形成においてαへリックスの形成は他の二次構
造よりも比較的速く形成されることが知られており，また，構造形成中間体において非天
然型のαへリックスを有すことが報告されている。円二色性スペクトル測定とジスルフィ
ド形成経路の結果より，異性体 2 は非天然型のαへリックスを形成しており，さらに天然
構造へのジスルフィド交換反応における駆動力は，ウログアニリン領域と接触するプロペ
プチド領域の N 末端領域におけるαへリックスがβシートに構造変化することに起因し
ていると考えることができる。 
次に，天然型および異性体 2 の構造情報を得るため多次元 NMR 測定を行った。天然型
の HSQC スペクトルの測定を行い，主鎖の NH 由来である 84個のピークを確認した。各
スペクトルの情報より 17番目の Lys から 23番目の Ala の配列部分のピークを帰属した。
さらに，異性体 2 の HSQC スペクトルの測定を行い，主鎖の NH 由来である 78個のピー
クを確認した。異性体 2 と天然型の HSQC スペクトルの比較により，帰属を付けたプロペ
プチド領域部分のピークは大きくシフトしておらず，立体構造に大きな変化はなかった。
今後，より多くのピークを帰属することで異性体 2 から天然構造への構造変化を構造学的
視点から解明する鍵になると考えられる。 
本研究により得られた成果は，タンパク質の構造形成において，ジスルフィド結合に着
眼したフォールディング中間体を単離し性質づけた点から，タンパク質のフォールディン
グ機構を解明する重要な知見の獲得に繋がったと考えられる。 
 
